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Des ripti n 

[0001] La presente Invention a pour objet I'utilisation d'un agent bacterien selectionne pour ses facultes d'anti-ad- 
hesion de pathogen s cutanes pour la preparation de compositions a usage cosmetique, pharmaceutique ou veteri- 
5 nair destinees a stabiliser et/ou reguler I'ecosysteme cutane des mammiferes et les compositions contenant un tel 
agent. 

Etat de la technique 

10 [0002] La proliferation de pathogenes tels que Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ou Propionibacte- 
rium acnes, ou de certaines levures, peuvent entratner une dysregulation du systeme cutane voire des desordres plus 
graves au niveau de la peau ou des muqueuses tels qu'eczema, candidoses, dermites, etc. 

[0003] On connaTt de nombreux moyens de traitement contre ces agents pathogenes. Les antibiotiques ou anti- 
bacteriens chimiques sont les plus classiquement utilises. Ce sont par exemple des compositions a base d'aldhehydes 
*5 et derives. 

[0004] Ainsi, ia demande de brevet publiee FR 2740039, decrit I'utilisation d'une substance choisie parmi les aldh6- 
hydes et les composes bi-fonctionnels, de preference le glutaraldehyde, pour inhiber la fixation sur les keratinocytes 
et comeocytes de souches de pathogenes tels que Staphylococcus aureus. 

[0005] Aussi, I'hexachlorophene et ses derives, sont connus comme substances antibacteriennes et sont plus par- 
20 ticulierement utilises contre Propionibacterium acnes. 

[0006] Ces traitements sont en general couteux et nocifs aussi bien pour la sante que pour I'environnement 
[0007] On connaTt maintenant des traitements afternatifs, non-toxiques, qui consistent a utiliser les proprietes anti- 
fongiques, bactericides ou bacteriostatiques de certaines souches de microorganismes. 

[0008] Ainsi, la demande PCT WO 97/366603 met en evidence les proprietes antifongiques d' une souche de Lac- 
25 tobacillus casei. 

[0009] D'autres agents bacteriens tels que les Bacillus peuvent aussi etre utilises sur la peau ou les muqueuses. En 
effet, dans la demande WO 98/47374, des souches de Bacillus coagulans, Bacillus subtills t Bacillus laterosporus et 
Bacillus laevolacticus sont utilisees dans des compositions destinees a prevenir les infections bacteriennes, virales 
ou fongiques de la peau ou des muqueuses. 
so [0010] L'invention se propose de trouver un nouvei agent bacterien, capable de controler et reguler I'ecosysteme 
cutane. 

Resume de l'invention 

35 [0011] A cet effet, la presente invention conceme I'utilisation d'un agent bacterien pour la preparation d'une compo- 
sition a usage cosmetique, pharmaceutique ou veterinaire, destinee a etre administrees a I'homme ou a des animaux 
dans le but de prevenir ou traiter les desordres induits par les pathogenes du systeme cutane, ledit agent bacterien 
etant un extrait de bacterie lactique ou une bacterie lactique selectionnee pour ses facultes d'adhesion vis-a-vis des 
cellules cutanees et de regulation de I'attachement de pathogenes cutanes, notamment par inhibition de leur adhesion. 

40 [0012] L'agent bacterien peut etre choisi parmi des souches de Lactobacillus, Micrococcus ou Bifidobacterium, et 
de preference parmi les souches de Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225, Micrococcus varians CNCM 1-1586, Micro- 
coccus varians CNCM 1-1587 ou Bifidobacterium lactis ATCC 27536, par exemple. 
[0013] La souche de bacterie peut etre utilisee sous une forme viable, desactivee ou semi-active. 
[0014] L'agent bacterien peut etre utilise sous forme d'une poudre lyophilisee, par exemple, qui peut comprendre 

^5 environ 10E+08 a 10E+11 cfu/g. 

[0015] La presente invention conceme egalement une composition a usage cosmetique, pharmaceutique ou vete- 
rinaire, contenant au moins un agent bacterien capable de stabiliser et/ou de reguler la flore pathogene du systeme 
cutane, ledit agent bacterien etant un extrait de bacterie ou une bacterie selectionnee pour ses facultes d'adhesion 
vis-a-vis des cellules de ia peau et ses proprietes anti-adhesives vis-a-vis des pathogenes du systeme cutane. 

50 [0016] Cette composition peut egalement avoir un usage en ophtalmologie ou pour une application nasale. 

[0017] Cette composition peut etre notamment sous forme de creme, lotion, pain dermatologique, shampooing ou 
poudre, par exemple. 

Description detaiUee de l'invention 

55 

[0018] On regroupe sous la denomination "systeme cutane", I'ensembie des cellules de la peau (i.e. keratinocytes) 
mais egalement les comeocytes. 

[0019] La presente invention propose un agent bacterien selectionne pour sa faculte d'adherence a des cellules 
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cutanees, de stabilisation et de regulation de la flore bacterienne pathogene du systeme cutane, notamment par inhi- 
bition de I'adhesion de pathogenes tels que Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ou Propionibacterium 
acnes, par exemple. 

[0020] Pour cela d nombreuses souches d bacteries ont ete testers pour leurs proprietes d'attach ment sur des 

5 keratinocytes humains (cf exemple 1). 

[0021] Parmi diverses souches de bacteries ainsi testees, on a selectionne des souches de Lactobacillus, de Micro- 
coccus et de Bifidobacterium, et plus particulierement une souche de Lactobacillus johnsonii (NCC 533), deux souches 
de Micrococcus varians (NCC 1482, NCC 1520) et une souche de Bifidobacterium lactis (ATCC 27536). 
[0022] La souche de Lactobacillus johnsonii (NCC 533) et les souches de Micrococcus varians NCC 1 482 et NCC 

10 1 520 ont fait I'objet d'un dep6t, selon le Traite de Budapest, a la Collection nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM), Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, France, respectivement le 30 juin 1992 
sous la reference CNCM 1-1225 pour Lactobacillus johnsonii et 07 juin 1995 sous les references et CNCM 1-1586 et 
CNCM 1-1587 pour les Micrococcus varians NCC 1482 et NCC 1520. 

[0023] La souche de Bifidobacterium lactis (ATCC27536), peut etre obtenue chez Hansen (Chr. Hansen A/S, 10-12 
is Boege Alle, P.O. Box 407, DK-2970 Hoersholm, Danemark). 

[0024] Des details concemant la morphologie et les proprietes generales des souches sont donnees ci-apres: 

Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225 

20 [0025] 

Morphologie 

Microorganisme Gram-positif, non motile, ne formant pas de spores. 
25 - Batonnets isoles assez courts et trapus. 

Metabolisme 

Microorganisme microaerophile, avec metabolisme homofermentaire donnant lieu a la production d'acide lac- 
30 tique L (+) et D (-). 

Autres caracteristiques : Catalase (-), production de C02 (-), hydrolyse de I'arginine (-). 

Fermentation des sucres : 

Amygdaline (+), arabinose (-), cellobiose (+), esculine (+), fructose (+), galactose (-), glucose (+), lactose (+), 
35 maltose (+/-), mannitol (-), mannose (+), melibiose (-), raffinose (+), ribose (-), salicine (+), sucrose (+), trehalose 

(+). 

Micrococcus varians CNCM 1-1586 (NCC 1482) et CNCM 1-1587 (NCC 1520) 
40 [0026] 

Morphologie 

Microorganisme Gram-posltif, sont immobiles de maniere permanente 
45 - Forme spherique, se presente sous forme de tetrades arrangees irregulierement. 

Metabolisme 

Microorganisme aerobe, Catalase (+) 
50 - Autres caracteristiques : couleur jaune sur milieu BHI. La temperature optimale de croissance desdites sou- 

ches est de 25-37° C. 

Fermentation des sucres 
fructose (+), glucose (+). 

55 

[0027] Les bacteries selon I'invention sont utilisees pour la preparation de compositions destinees au traitement 
prophylactique ou therapeutique de desordres lies aux pathogenes du systeme cutane tels que Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pyogenes ou Propionibacterium acnes, ou des levures, par exemple. 
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[0028] C s desordres cutanes peuvent etre notamment la dermite atopique (dans les phases de remission comme 
traitement d'entretien), I'acnS, les candidoses, ia dermite s^borrheique, le pityriasis versicolor, ('impetigo ou les surin- 
fections eczemateuses. 

[0029] Les desordres du systeme cutane peuvent aussi §tr lies a des therapeutiqu s avec des antibiotiques, des 
anti-mycosiques, au diabete (candidoses), a une pathologie des muqueuses (candidose vaginale), a de I'eczema chro- 
nique (desequilibre de I'homeostase), a des peaux sensibles (prematures, enfants), des peaux grasses (lie a des 
dysregulations hormonales qui peuvent favoriser la pousse de bacteries) ou a des etats pelliculaires. 
[0030] Les bacteries selon I'invention peuvent etre utilisees sous leur forme vivante, semi-active ou sous une forme 
desactivee. On entend par bacterie sous une forme semi-active, une bacterie dont I'activite physiologique est reduite. 
Cette activite peut etre mesuree par une phase exponentielle de croissance ou un temps de generation superieur, un 
metaboiisme ralenti ou une reponse physiologique incomplete a des modifications de I'environnement, par exemple. 
Dans certains cas extremes, le nombre des bacteries peut etre diminu<§ puisqu'elles ne peuvent plus resister au chan- 
gement de I'environnement. 

[0031] Les surnageants de culture des bacteries peuvent egalement etre utilses. 

[0032] Selon un premier mode de realisation de I'invention, I'agent bacterien peut etre un extrait de bacterie ou une 
bacterie, ladite bacterie etant sous sa forme viable active. L'agent bacterien se presente alors de preference sous 
forme d'une poudre lyophilisee, obtenue par exemple par le procede decrit dans EP 81 8529. La poudre peut contenir 
de 10E4-08a 10E+11 cfu/g. 

[0033] Selon un autre mode de realisation, I'agent bacterien peut etre un extrait de bacterie ou une bacterie sous 
une forme semi-active. La deactivation partielle des souches peut etre realisee de plusieurs maniere, notamment par : 

- freeze drying consistant en cycles de congelation dans I'azote liquide / decongelation a 37°C. On peut alors obtenir 
une reduction d'environ 1 log, 

- action des UV (1 5 a 60 minutes a 254 nm, distance 20 cm) : reduction de 2 a 3 logs, 

25 - action de la chaleur (70°C pendant 3 heures ) : reduction d'environ 3 a 4 logs, par exemple. 

[0034] L'agent bacterien peut etre alors utilise sous forme de poudre contenant au moins 1 0E+6 cfu/g, et de prefe- 
rence dans des compositions seches telles que shampoings sees ou autres compositions poudreuses qui peuvent 
contenir jusqu'a 1 0% de I'extrait bacterien. 

[0035] Enfin, I'agent bacterien peut etre egalement un extrait de bacterie ou une bacterie sous une forme desactivee. 
La bacterie est de preference inactivee par traitement thermique a environ 90°C pendant environ 2 heures. L'agent 
bacterien se presente sous forme d'une poudre lyophilisee contenant de 10E+08 a 10E+12 cfu/g. II peut etre utilise 
jusqu'a 5% et de preference de 0,05 a 3% dans des compositions liquides et jusqu'a 10% dans des compositions 
pulverulentes. 

[0036] La presente invention concerne egalement une composition a usage cosmetique, pharmaceutique ou vete- 
rinaire contenant agent bacterien ayant les proprietes decrites ci-avant. 

[0037] Pour preparer une telle composition, au moins une souche de bacterie sous forme viable, semi-active ou 
desactivee, est incorporee a un support pharmaceutiquement ou cosmetiquement acceptable en quantite variant en 
fonction de ('application rechercrtee. L'agent bacterien peut etre present jusqu'a environ 5% par rapport au poids total 
de la composition et jusqu'a 1 0% pour des compositions sous forme de poudre, et de preference entre 0,5 a 2% . 
[0038] Les compositions selon I'invention peuvent etre administrees par voie topique ou occulaire. 
[0039] Par voie topique, les compositions pharmaceutiques a base de composes selon I'invention sont de preference 
destinees au traitement de la peau et des muqueuses et peuvent se presenter sous forme d'onguents, de cremes, de 
latts, de pommades, de poudres, de tampons imbibes, de solutions, de gels, de sprays, de lotions ou de suspensions. 
Elles peuvent egalement se presenter sous forme de microspheres ou nanospheres ou vesicules lipidiques ou poly- 
meriques ou de patches polymeriques et d'hydrogels permettant une liberation controlee. Ces compositions par voie 
topique peuvent se presenter soit sous forme anhydre, soit sous forme aqueuse selon I'indication clinique. 
[0040] Par voie oculaire, ce sont principalement des collyres. 

[0041] La presente invention vise plus particulierement une composition cosmetique contenant, dans un support 
cosmetiquement acceptable, au moins un agent bacterien tel que defini ci-dessus. La composition cosmetique peut 
contenir I'agent bacterien a raison d'au moins 0,001 % en poids par rapport au poids total de la composition, et de 
preference de 0,05 a 3%. 

[0042] Cette composition cosmetique est notamment destinee a I'hygiene corporelie et capillaire. Elle peut se pre- 
senter notamment sous forme d'une creme, d'un lait, d'une lotion : d'un gel, de microspheres ou nanospheres ou ve- 
sicules lipidiques ou polymeriques, d'un savon ou d'un shampooing. 

[0043] Dans les compositions selon I'invention, i'agent bacterien viable ou inactive peut etre combine avec des re- 
tinoTdes ou des corticosteroTdes, ou associe avec des anti-radicaux libres, avec des a-hydroxy ou a-ceto acides ou 
leurs derives, ou encore avec des bloqueurs de canaux ioniques. 
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[0044] Les compositions pharmaceutiques et cosm 'tiques selon I'invention peuvent, n outre, contenir des additifs 
inertes ou meme pharmacodynamiquem nt ou cosmetiquement actifs ou des combinaisons de ces additifs et 
notamment : des agents mouillants; des agents depigmentants tels que Phydroquinone, I'acide azelaique, I'acide ca- 
fei'que ou I'acide kojique; des emollients; des agents hydratants comme le glycerol, le PEG-400, la thiamorpholinone 

5 et ses derives ou I'uree; d s agents antiseborrheiques ou antiacneiqu s, tels que la S-carboxymethy (cysteine, la S- 
benzyl-cysteamine, leurs sets et leurs derives, ou le peroxyde de benzoyle; des antibiotiques comme I'erythromycine 
et ses esters, la neomycine, la clindamycine et ses esters, les tetracyclines; des agents antifongiques tels que le 
ketoconazole ou les polymethylene-4,5 isothiazoiinones-3 ; des agents favorisant la repousse des cheveux, comme 
le Minoxidil (2,4-diamino-6-pip6ridino-pyrimidine-3-oxyde) etses derives, le Diazoxide (7-chloro 3-methyl 1,2,4- ben- 

io zothiadiazine 1 : 1-dioxyde) et le Phenytoin (5,4-diphenyl-imidazolidine 2,4-dione) ; des agents anti-inflammatoires non 
steroi'diens; des carotenoTdes et, notamment le p-carotene; des agents anti-psoriatiques tels que I'anthraline et ses 
derives et enfin, les acides eicosa-5,8,11 ,14- tetraynoi'que et eicosa-5,8,11-trynoique, leurs esters et les amides. 
[0045] La composition selon I'invention peut egalement contenir des agents conservateurs tels que les esters de 
I'acide parahydroxybenzoique, les agents stabllisants, des agents regulateurs d'humidite, des agents r^gulateurs de 

15 pH, des agents modificateurs de pression osmotique, des agents emulsionnants, des filtres UV-A et UV-B, des anti- 
oxydants, tels que I'a-tocopherol, le butylhydroxyanisole ou le butylhydroxytoluene. 

[0046] La presente invention vise enfin une composition a usage veterinaire ou cosmetique pour animaux, contenant 
au moins un agent bacterien tel que defini ci-dessus. Une telle composition peut se presenter sous forme de sham- 
pooings sees ou liquides, poudres, mousses ou lotions par exemple. Elle peut contenir jusqu'a 1 0% de I'agent bacterien. 
20 [0047] La composition selon I'invention est destinee en particulier au traitement therapeutique ou prophylactique 
des peaux et/ou muqueuses saines, sensibles et/ou malades pouvant presenter des desordres du systeme cutane 
tels que notamment : 

les complications infectieuses telles que dermite atopique surinfectee, eczema impetiginise, ulcere, plaies, brulu- 
25 res, acne inflammatoire surinfect6 

les polydermites telles que impetigo, folliculites superficielles, 
les dermites seborrheiques, pityriasis versicolor 

les dermatophytoses (Tinea capitis, Tinea corporis, Pied d'athlete, Eczema margine de Hebra, Herpes circine) 
les candidoses (vaginales, interdigitales, liees a des professions a risque ou au diabete) 
30 - les desordres lies a des therapeutiques avec des antibiotiques ou a des antimycosiques, 

les desordres entraines par des dysregulations hormonales (peaux grasses) ou a des etats pelliculaires 
les peaux sensibles (prematures, enfants). 

[0048] Les compositions a usage veterinaire sont particulierement destinees a trailer ou prevenir les dysfonctionne- 
35 ments dus a des infections staphylococci ques (a Staphylococcus aureus, S. intermedians) , streptococciques (a S. 
pyogenes) et mycosiques (candidoses a C. albicans et pytirosporoses a P. cants). 

[0049] D'autres caracteristiques de la presente invention apparaTtront au cours des descriptions suivantes d'exem- 
ples de formes de realisation qui sontfournis a des fins d'illustration de la presente invention et qui ne sont pas destines 
a etre limitatifs. 

40 

Exemples 

Exemple 1 : Selection de I'agent bacterien 

45 [0050] Dans le cadre de la presente invention, on etudie Padhesion de 12 souches differentes de bacteries a des 
cellules de peau : notamment a des keratinocytes humaines HaCat en culture. Ces souches appartiennent au genre 
des Lactobacillus, Bifidobacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium. 
[0051] Les cultures de bacteries (1ml) sont incubees dans 10 ml de milieu (cf Table 1) pendant une nuit. Pour les 
essais d'adhesion, les bacteries sont precultivees jusqu'a une concentration de 5.0E+08 a 1 .OE+09 cfu/ml. Les cfu 

50 sont standardisees par mesure de densite optique de chaque souche (DO a 1 .OE+08 cfu/ml: voir Table 1 ). 
[0052] Puis les souches de bacteries sont testees pour leur proprietes d'adhesion. 



Table 1 : 



souches de bacteries et conditions de culture 


Souches de bacteries 


code NCC 


Milieu 


Incubation T°C/heure 


DO a 1 E+02 cfu 


Lactobacillus johnsonii La1 


533 


MRS 


Anaerob. 37°C /48h 


1.00 
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Table 1 : (suite) 



souch s de bacteries et conditions de culture 


Souches de bacteries 


code NCC 


Milieu 


Incubation T°C/heure 


DO a 1 E+02 cf u 


Lactobacillus acidophilus La 10 


90 


MRS 


Anaerob. 37°C /48h 


1.00 


Bifidobacterium lactis ATCC27536 


536 


MRS 


Anaerob. 37°C/18h 


0.65 


Bifidobacterium longum B28 


585 


MRS : 


Aerob. 30°C /18h 


1.32 


Micrococcus varians NCC 1482 


1482 


BHi 


Aerob. 30°C/18h 


4.85 


Micrococcus varians NCC 1 520 


1520 


BHi 


Aerob. 30°C/18h 


3.47 


Micrococcus varians MCV 1 7 


1583 


BHi 


Aerob. 30°C/18h 


4.18 


Staphylococcus carnosus STC 21 


931 


BHi 


Aerob. 30°C/18h 


40.20 


Staphylococcus piscifermentans STF4 


751 


BHi 


Aerob. 30°C/18h 


3.26 


Streptococcus thermophilus Sf i 1 6 


2019 


HJL 


Aerob. 40°C/18h 


0.37 


Propionibacterium shermanii PP1 2 


1197 


MRS 


Aerob. 30°C/24h 


0.18 


Propionibacterium thoenii PP22 


1116 


MRS 


Aerob. 30°C /24h 


0.25 


NCC 533, NCC 90, NCC536 et NCC5 
CQ2). 


B5 sont ete cultivees dans des conditions anaerobiques (Gaspack H2+ 
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Lignees de keratinocytes humains: 

[0053] Les proprietes d'adhesion des bacteries ont ete etudiees sur 3 lignees de keratinocytes : 

Lignees de cellules immortalisees SV40T-Ag: cellules DK2-NR et FK2-NRtelles que decrites dans EP 780 469 et, 
Lignees de cellules immortalisees HPV (Human papilloma virus) E6/E7 et SV40 T-Ag : lignees de cellules DK7-NR 
telles que decrites dans la demande WO 99/02347. 

[0054] Milieu de culture pour les lignees de cellules: 

DK7-NR, FK2-NR: NR-2 (Biofluids, Rockville, MD 20850) (EP 780469). 
DK2-NR: NR-M (Biofluids, Rockville, MD 20850). 

[0055] Les lignees de keratinocytes sont mises en culture a raison de 5x1 0 5 keratinocytes/cm 2 , ensemences dans 
des clusters 6-puits coates (Becton Dickinson, lincoln Park, NJ). La solution de coating est constitute de milieu basal 
supplements avec 10 u.g/ml de fibronectine humaine (Becton Dickinson), 31u,g/ml de collagene bovin I (Vitrogen, Col- 
lagen Corporation, Fremont, CA) et 0.1 mg/ml de BSA (Biofluids, Rockville, MD 20850). Apres 6 a 8 jours, les cultures 
de cellules torment une monocouche (confluent). Ensuite, la concentration du milieu en Ca 2+ est amenee a 1 .5mM 
pour induire la differenciation cellulaire. Les cellules sont mises en culture pendant 4 jours dans un milieu a haute 
concentration en Calcium, sans antibiotique. Pour les tests d'adhesion, les cultures de cellules sont lavees 3 fois avec 
du tampon (HBSS, Ca 2+ : 1 .OmM). 

Radiomarquage 

[0056] Les souches de bacteries sont marquees pendant une nuit par addition de 1 00 u.Ci/10 ml de 2- 3 H-adenine 
(Amersham, TRK.311) dans le milieu de culture. Des fractions aliquotes des bacteries sont incubees dans un milieu 
sans 3 H-adenine. Le surnageant non marque (froid) est mis de cote pour ajuster les cfu/ml pour les essais d'adhesion. 

Essais d'adhesion 

[0057] Les suspensions de bacteries sont centrifugees pendant 10 minutes a 4000 tr/min. Avant I'ajustement de la 
densite optique (DO), les culots sont laves 2 fois dans HBSS. La DO est mesuree pour chaque souche de maniere a 
ajuster les concentrations finales en bacteries a 1.0E+06, 1 .0E+07, 1 .OE+08 et 1.0E+09 cfu/ml. Le milieu pour les 
essais d'adhesion est un melange 1 :1 de milieu de culture des keratinocytes et du surnageant non marque du milieu 
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bacterien. 

[0058] Pour analyser les proprietes d'adhesion des bacteries sur un substrat sans keratin ocytes, les suspensions 
de bacteries sont incubees sur des plats en plastique et des plats en plastiques coates sans cellules, 

5 Analyse 

[0059] Apres lavage des cultures 3 fois avec de I'HBSS (Ca2+, 1 ,0mM) les bacteries assocides aux kdratinocytes 
sont Iys6es dans une solution de NaOH 1 N pendant 30 minutes k temperature ambiante. La solution est transferee 
dans des fioles k scintillation avec 1 ml d'hydroxyde de benzethonium (Sigma, St. Louis, USA). Apr&s 1 h a 60 °C, 
10 Pactivite 3 H des bacteries marquees est mesuree par comptage a scintillation liquide (dpm). 

[0060] L'indice d'adhesion (Al) est calcul6 en activity 3 H (dpm/puit) en % du total de Pactivite 3 H (dpm/ ml) de la 
suspension de bacteries. 

Res u I tats 

15 

Indice d'adhesion (Al) 

[0061 ] L'indice d'adhesion des 1 3 souches de bacteries differentes est calcule en mesurant P activity 3 H-ad6nine des 
micro-organismes radiomarques. Les r6suttats sont presents Table 2. 

20 

Table 2: 



35 



40 



45 



Indice d'adhesion de souches de bacteries sur keratinocytes FK2-NR. 


Code NCC 


CFU/ml 


dpm (x10 3 ) 




indice d'adhesion (% of total dpm) 


533 


1 .OE+09 


209.6 


24.2 


1.2 




1 .OE+08 


175.5 


42.5 


10.4 




1 .OE+07 


39.5 


1.9 


23.3 




1 .OE+06 


4.7 


0.3 


27.7 


90 


1 .0E+09 


167.7 


19.4 


2.8 




1 .0E+08 


47.7 


2.9 


7.9 




1 .OE+07 


8.3 


0.5 


13.8 




1 .OE+06 


0.9 


0.1 


15.5 


536 


1 .OE+09 


413.9 


91.7 


4.8 




1 .OE+08 


221.0 


31.3 


25.5 




1. OE+07 


22.3 


3.8 


25.8 




1. OE+06 


2.4 


0.3 


28.2 


585 


1 .OE+09 


107.7 


21.0 


1.2 




1 .OE+08 


19.6 


1.5 


2.2 




1 .OE+07 


9.7 


1.9 


10.8 




1 .OE+06 


1.3 


0.1 


14.3 


1482 


1 .OE+09 


6147.2 


1292.6 


72.4 




1 .OE+08 


257.7 


52.6 


30.3 




1 .OE+07 


10.4 


0.8 


12.3 




1 .0E+06 


1.7 


0.2 


19.7 


1520 


1. 0E+09 


121.2 


22.3 


1.5 




1 .0E+08 


40.1 


5.7 


5.0 




1 .OE+07 


16.5 


5.5 


20.7 




1 .0E+06 


2.3 


0.2 


29.0 


1583 


1 .0E+09 


41.3 


9.7 


0.7 




1.0E+08 


12.9 


1.3 


2.2 




1 .OE+07 


7.5 


0.5 


12.7 




1 .0E+06 


1.1 


0.1 


18.7 ■ 
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Table 2: (suite) 



5 



10 



20 



25 



Indice d'adhesion de souches de bacteri s sur keratinocytes FK2-NR. 


Code NCC 


CFU/m! 


dpm (x103) 




indice d'adhesion (% of total dpm) 


751 


1 .OE+09 


195.5 


96.5 


2.6 




1 .OE+08 


24.7 


4.9 


3.2 




1 .0E+07 


4.8 


0.9 


6.4 




1.0E+06 


0.6 


0.09 


8.9 


931 


1 .OE+09 


16.2 


2.9 


0.5 




1 .0E+08 


4.6 


0.6 


1.3 




1 .0E+07 


1.6 


0.1 


4.6 




1 .OE+06 


0.2 


0.01 


6.7 


2019 


1 .0E+08 


67.5 


1 .4 


1 .4 




1 .0E+07 


10.0 


0.4 


2.1 




1 .OE+06 


1.1 


0.1 


2.4 


1197 


1 .0E+09 


20.2 


3.1 


0.2 




1 .0E+08 


3.2 


0.2 


0.3 




1 .0E+07 


0.5 


0.2 


0.4 




1 .0E+O6 


0.1 


0.02 


0.6 


1116 


1 .0E+09 


34.1 


2.0 


0.2 




1 .0E+08 


6.3 


0.2 


0.4 




1 .OE+07 


0.7 


0.1 


0.5 




1. OE+06 


0.1 


0.01 


0.7 



[0062] Les resuftats montrent que les indices d'adhesion les plus forts sont obtenus pour les souche suivantes: une 
30 souche de Bifidobacterium lactis ATCC 27536, une souche de Lactobacillus johnsonii NCC 533 (CNCM 1-1 225) et les 
souche de Micrococcus varians NCC 1482 (CNCM 1-1586), NCC 1520 (CNCM 1-1587) et NCC 1583. 

Exemple 2: Tests in vitro de i' inhibition de I'adhesion de Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes 
par Micrococcus varians NCC 1482 ou Lactobacillus johnsonii NCC 533. 

35 

Microorganismes et methodes de culture 

[0063] Les pathogenes Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes sont cultives en bouillon par repiquage a 
partir d'une culture sur pente (Tabie 3 ). Une correspondance DO/densite bacterienne a ete etablie pour chacun des 
40 germes testes, sur la base de dilutions seriees et de denombrements sur milieu gelose. 



Table 3 



45 



Souche bacterienne 


Ret. 


milieu 


Conditions de culture 


Staphylococcus aureus 


ATCC 6538 


TCS 


Aerobiose, 35°C / 24 h 


Streptococcus pyogenes 


CI P 5641 T 


BHI 


Aerobiose, 35°C/24h 



[0064] Milieux de culture: 

TCS (AES, Combourg, ref. AEB 141502) 
BHI (UNI PATH SA, Dardilly, ref. CM 225) 

Keratinocytes humains transformes 

[0065] On utilise des keratinocytes humains immortalises de la lignee HaCaT (Boukamp P. etcoll., J. Cell Biol, 1 06, 
761-771 , 1988). Les cellules HaCaT sont cultivees en milieu DM EM supplements par 10% de serum de veau foetal, 
a 37°C sous 5% de CQ 2 . 
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[006S] Des clusters 6 puits (Becton Dickinson) sont ensemences a raison de 10 4 celiules/cm 2 . Apres 4 a 5 jours les 
cellules atteignent la conf luenc . Les essais d'adhesion sont realises 4 a 5 jours apres la confluence. Les monocouches 
sont lavees 3 fois au PBS avant ces essais. 

5 Radi marquage 

[0067] Les bacteries sont marquees a la 2- 3 H-adenine (Amersham, TRK 31 1 ), a raison de 1 00 p.Ci/1 0 ml de bouillon. 
Les suspensions sont lavees 3 fois puis resuspendues en PBS. La densite cellulaire est ajustee dans ce meme tampon. 

10 Essaf d'adhesion sur keratinocytes en culture: 

[0068] 1 ml de suspension bacterienne radiomarquee est incubee pendant 1 h a 35°C. La monocouche est lavee 3 
fois par du tampon PBS et lysees par addition de NaOH 1 N pendant 30 minutes a temperature ambiante. Le lysat est 
transfere en fiole a scintillation et incube 1h a 60°C avec 1ml d'hyamine hydroxide (Carlo Erba, ref. 464951). 
15 L'activite 3 H est comptee au compteur a scintillation liquide. Chaque essai est realise en triple. Un controle au support 
plastique est egalement realise. 

[0069] L'adhesion est definie par le rapport entre radioactivite adheree et radioactivite introduite, multiplie par 100. 
Essai d'inhlbition d'adhesion 

20 

[0070] Apres lavage et resuspension en PBS, le pathogene radiomarque et la souche de bacterie froide sont incubes 
simultanernent avec la monocouche. Les essais sont effectues en triple pour des densites en agent bacterien couvrant 
3 log. 

25 Resultats 

[0071] Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Lactobacillus johnsonii NCC 533 et Micrococcus varians 
NCC 1482 ont ete testees pour leur adhesion aux keratinocytes HaCaTen culture. Les resultats sont donnes dans la 
Table 4. 

30 

Table 4 
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Adhesion (%) 


Micro organisme 


1.0E+06 cfu/ml 


1.0E+07 cfu/ml 


1 .OE+08 cfu/ml 


Staphylococcus aureus 




5,0 


2,5 ; 


Streptococcus pyogenes 




35 


42,5 


NCC 533 


4,5 


1,7 




NCC 1482 


6,5 


3,0 


0,6 




Inhibition (%) 


9.0E+06 cfu/ml 


9.0E+07 cfu/ml 


9.0E+08 cfu/ml 


S. aureus 1 E+8 cfa/ml + NCC 1482 


5 


11 


66 


S. aureus 1 E+8 cfu/ml + NCC 533 


20 


24 


34 


S. pyogenes 1 E+8 cf u/ml+ NCC 1 482 


26 


28 


40 


S.pyogenes 1 E+8 cfu/ml+NCC533 


12 


19 


52 



[0072] Les resultats montrent que Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Lactobacillus johnsonii NCC 
533 et Micrococcus varians NCC 1 482 adherent aux keratinocytes en culture. Lorsque la densite de I'agent bacterien 
augmente, le pathogene est de plus en plus deplace. 

Exemple 3: Tests in vitro de Tinhibition de I'adhesion de S.aureus par Lactobacillus johnsonii NCC 533 actif 
ou desactive. 

[0073] Le modele d'adhesion in vitro repose sur I'incubation d'une suspension radiomarquee et calibree d'un mi- 
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croorganisme pathogene cutane (Staphylococcus aureus) avec une monocouche de keratinocytes humains immorta- 
lises (lignee HaCaT (Boukamp P. et coll., J. Cell Biol., 106, 761-771, 1988). 

[0074] L'activite inhibitric de I'agent bacterien (Lactobacillus johnsonii NCC 533 sous forme viable ou desactivee) 
vis-a-vis de cett adhesion est evaluee dans le cadre d'un co-incubation sur la monocouche du pathogene et du 
compose a test r par dosage de la radio-activite retenue sur la monocouche. 



Keratinocytes 

[0075] Pour cela, les cellules HaCaT sont cultivees en milieu DMEM supplements par 1 0% de serum de veau foetal, 
a 37*C sous 5% de CO s . Elles sont ensemencees en cluster 6 puits au taux de 1 .OE+04 cellules/cm 2 . L'essai d'adhesion 
est realise 5 jours apres confluence. Les monocouches sont lavees 3 fois au PBS avant incubation avec les microor- 
ganismes. 



Microorganismes 

15 

[0076] Staphylococcus aureus (ATCC 6538) est cultive en milieu TCS en aerobiose a 35°C. 
[0077] Lactobacillus johnsonii NCC 533 est cultive en milieu MRS en anaerobiose a 37°C. Pour l'essai d'inhibition 
d'adhesion, une suspension concentree de la bacterie est preparee en tampon PBS a partir d'une culture de 48 heures. 
La suspension est ajustee a 2x1 0 8 cfu/ml (DO a 525nm = 1 ,5). Des dilutions serielles sont realisees en tampon PBS 
20 afin d'obtenir des suspensions a 2. OE+07 et 2.0E+06 cfu/ml. Les differentes suspensions sont denombrees sur gelose 
MRS incubee en anaerobiose a 37°C. 

[0078] La forme desactivee de NCC 533 est obtenue par lyophilisation d'une suspension dense de Lactobacilles 
soumise a plusieurs cycles de congelation en azote liquide / decongelation a temperature ambiante. La preparation 
testee correspond a une biomasse de 4.0E+10 cfu/g. 

25 

Radiomarquage 



[0079] Le radiomarquage de Staphylococcus aureus est obtenu par incorporation de 100 u.Ci/10 ml de 3 H adenine 
pendant 24h de culture en bouillon TCS. La suspension est alors centrifugee 10 minutes a 3000 tr/min et lavee 3 fois 
en PBS. La densite cellulaire est ajustee avec du tampon PBS a environ 2.0E+08 cfu/ml (DO a 525nm=0,5). La ra- 
dioactivity specif ique est determinee par comptage en scintillation sur 100 uJ de la suspension. 

Essai d'inhibition d'adhesion: 



[0080] On ajoute simultanement 1 ml de suspension radiomarquee de Staphylococcus aureus et 1 ml de suspension 
de NCC 533 par puits de culture de cellules HaCaT. Apres 1 h d'incubation a 37°C, les monocouches sont lavees 3 
fois par du tampon PBS et lysees par addition de 1 ml de NaOH 1 N pendant 30 minutes a temperature ambiante. Le 
lysat est transfere en fiole a scintillation et incube 1 h a 60°C avec 1 ml d'hydroxyde de benzethonium. Apres refroidis- 
sement, 1 0 ml de liquide de scintillation Hyonic fluor sont ajoutes et la radioactivite est comptee au compteur a scin- 
tillation liquide. Le controle est obtenu par ajout de 1 ml de suspension radiomarquee de Staphylococcus aureus et Imi 
de tampon PBS et correspond au 100% d'adhesion. 
[0081] Les resultats sont donnes dans la Table 5. 



Table 5: 



Inhibition de I'adhesion de Staphylococcus aureus aux cellules HaCaT par NCC 533 sous sa forme viable 
et sous sa forme desactivee. 




Adhesion (%) 


Ecart-type 


Controle 


100 


9 


NCC 533 3.0E+06 cfu/ml 


74 


19 


NCC 533 3.0E+07 cfu/ml 


69 


8 


NCC 533 3.0E+08 cfu/ml 


34 


1 


NCC 533 desactive 3.0E+06 cfu/ml 


27 


2 


NCC 533 desactive 3.0E+07 cfu/ml 


12 


1 


NCC 533 desactive 3.0E+08 cfu/ml 


6 


0 
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Exemple 4: T sts in vivo de ('inhibition d I'adh sion de pathogenes cutanes par Lactobacillus johnsonll de- 
sa tive. 

Materi I et methodes 

5 

Animaux: 

[0082] 15 souris femelles SKH agees de 7 a 8 semaines et pesant environ 30g ont ete fournies par C. River. On a 
utilise 5 souris pourchaque groupe testant une application topique differente. 

10 

Microorganisme 

[0083] On utilise une souche de Staphylococcus aureus (appelee : souche 1) qui a ete isolee a partir d'une lesion 
de peau humaine (ulcere de la jambe). Cette souche est sensible a la Methyciline. 

15 

Preparation de I'inoculum 

[0084] On prepare une suspension de la bacterie pour son inoculation aux souris. Pourcela, une preculture en pente 
de la souche 1 est effectuee sur un milieu solide (AES, AEB 122 859) a 35°C pendant 18a 24h. Apres Tincubation, la 
20 bacterie est resuspendue dans 10 ml de solution saline sterile, puis recuperee apres centrifugation a 3000 pendant 
1 0 min. Le su mageant est ensuite elimine et le culot est repris par 1 0 ml de solution saline. Cette procedure est repetee 
2 fois. Une suspension inoculum est preparee en resuspendant les bacteries lavees dans 4 ml de solution saline sterile. 
La DO a 525 nm est ajustee a environ 0,14. Elle contient environ 10 8 cfu/ml. 

25 \ nocu lation des sou ris 

[0085] La peau des souris est delipidee au niveau des flancs avec de I'ethanol 95 (Merck). 50 uJ d'une suspension 
contenant un melange 50/50 de I'inoculum de S. aureus 1 .0E+07 cfu/ml et du produit a tester ont ete lentement appli- 
ques a I'aide d'une micropipette sur la zone delipidee (6,25 cm2). Les sites inocules sont proteges par occlusion pendant 
30 1 h sous un pansement plastique sterile (Dermafilm 33x15, ref 38.3015, Vygon laboratory). 

Comptage des bacteries viables des lesions 

[0086] 4 heures apres I'application de la suspension, les souris sonttuees sous anesthesie avec du forene (Abbott 
35 France). Les sites inocules sont excises en bloc (diametre 12 mm). Les biopsies de peaux preleves sont broyes et 
homogeneises avec 2 ml de solution saline sterile avec un Polytron (PT2100, Bioblock Scientific) (5tr/min, 5 min.). 
[0087] Un echantillon de 1ml du tissu homogeneise est ajoute a 9 ml d'une solution saline sterile et 0,1ml de ce 
melange est cultive sur un milieu staphyloccique n°1 1 0 en utilisant la methode dilutron 1 0 fois. Apres 48 heures d'in- 
cubation, a 35°C, les colonies developpees sont comptees et les CFU(unites de formation de colonies) sont determi- 
ne? nees. 

Resultats 

[0088] Les resultats sont presentes en Table 6. 
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Table 6: 



essai du NCC 533 a 1% 




Log cfu/cm2 


S.aureus + PBS 


3,4 


S.aureus + NCC 533 1 % dans PBS 


2,6* 


S.aureus + Glutaraldehyde 0,045% 


0,8* 



* significatif par rapport au temoin (S A/PBS), test T de Student (n=5) 

55 

[0089] La presence de NCC 533 a 1 % permet de reduire le nombre de bacteries retrouvees d'environ 1 log apres 4 
heures de contact. La difference apparait significative par rapport au temoin (p=0,098). 
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[0090] En presence de glutaraldehyde, la diminution du nombre de bacteries est encore plus irnportante par rapport 
au temoin, cependant il n'est pas exclu que cette activity soit due a son activite antiseptique et agisse des la mise en 
presence du S. aureus dans le melange; ainsi I'activite observee apres 4 h ne serait pas du a un effet anti-adhesif mais 
a une activite anti-bacterienn du produit 
[0091] Les resultats sont representes en Tabl 7. 



Table 7 



Taille d'inoculum cfu/ml 


Traitement 


% de reduction vs. temoin 


Significative vs. temoin 


1 .OE+06 cfu/ml 


NCC 533 0,5% 
NCC 533 1% 
Glutaraldehyde 0,045% 


20,1 % 
22,6 % 
87,9 % 


P= 0,019 (*) 
P= 0.016 (*) 
P= 0,0001 (***) 


1 .OE+07 cfu/ml 


NCC 533 0,5% 
NCC 533 1% 
Glutaraldehyde 0,045% 


27,4 % 
19,9% 
92,0 % 


P= 0,001 5 (*) 
P= 0.0004 (***) 
P= 0,0004 (***) 


* p<0.05, *** p<0.00* 


I significant par rapport au temoin (SA/PBS), 



[0092] La presence de NCC 533 a 0,5 % et 1 % reduit ie nombre de S.aureus retrouves d'environ 1 log pour les 
inocula a 10 s cfu/ml et 1 0 7 cfu/ml. On n'observe pas d'effet dose, que ce soit avec I'inoculum 1 .OE+06 cfu/ml ou avec 
I'inoculum a 1 .OE+07 cfu/ml. 

[0093] En presence de glutaraldehyde a 0,045%, la diminution est beaucoup plus irnportante par rapport au temoin, 
elle est d'environ 3 log. 

[0094] Ces resultats confirment I'activite du NCC 533 desactive a 0,5% et a 1% comme inhibiteur de I'adhesion de 
S.aureus. 

Exemple 5 : lotion pour le corps 

[0095] On prepare une lotion pour le corps ayant la composition suivante : 8,0% d'huile minerale, 5,0% d'isopropyl 
palmitate, 2,0% de polyglyceryl-3-diisostearate, 4,0% d'Octyldodecanol, 0,3% de carbomere, 0,2% de sodium cocoyl- 
glutamate, 1,2%d* hydroxyde de sodium a 10%, un conservateur, du parfum, 0,5 a 3% d'un lyophylisat contenant de 
10E+8 a 10E+12 cfu/g d'au moins une souche de bacterie choisie parmi les Lactobacillus johnsonii (CNCM 1-1225), 
Micrococcus varians (CNCM 1-1586 ou CNCM 1-1587) ou Bifidobacterium lactis (ATCC 27536, Hansen) et inactivee 
par traitement thermique a environ 90°C pendant environ 2 heures. On complete a 100% avec de I'eau. 
[0096] La lotion pour le corps ainsi obtenue grace a ses proprietes d'anti-adhesion vis-a-vis des pathogenes, est 
destinee a stabiliser et/ou reguler la flore pathogene de la peau. 

Exemple 6 : shampooing 

[0097] On prepare un shampooing ayant la composition suivante : 7,0% de sodium lauryl sulphate, 2,0% de coca- 
midopropylbetain, 2,0% de sodium lauryl sulphonosuccinate, chlorure de sodium, conservateur, parfum et de 0,5 a 
3% d'un lyophylisat contenant de 1 .0E+08 a 1 .OE+12 cfu/g d'au moins une souche de bacterie choisie parmi les Lac- 
tobacillus johnsonii (CNCM 1-1225), Micrococcus varians (CNCM 1-1586 ou CNCM 1-1587) ou Bifidobacterium lactis 
ATCC 27536, et inactivee par traitement thermique a environ 90°C pendant environ 2 heures. On complete a 100% 
avec de I'eau. 

[0098] Le shampoing ainsi prepare a des proprietes regulatrices de la flore pathogene du cuir chevelu. II est notam- 
ment indique dans le traitement des etats pelliculaires. 

Exemple 7 

[0099] Pour obtenir une composition pharmaceutique ayant des proprietes regulatrices de la flore pathogene cuta- 
nee, on prepare les phases grasses et aqueuses ayant la composition suivante : 





L. johnsonii (CNCM 1-1225) tel que decrit a I'exemple 5 


1% 


Phase grasse: 


Arachidyl behenyl alcohol/arachidylglucoside 


3% 




Isohexadecane 


7% 




Huile d'amande douce 


3% 
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(suite) 





Beurre de Karite 


2% 




B.H.T. 


0,05% 




POB Propyle 


0,05% 


Phase aqueuse: 


Eau 


Qs 100% 




Glycerine 


5% 




POB Methyle 


0,1% 



[0100] On chauffe les phases grasses et aqueuse a 75°C. Puis on emulsifie par addition de la phase aqueuse dans 
la phase grasse sous une agitation Rayneri de 1000 Tr/min. 30 minutes apres Pemulsification, on homogeneise 1 
minute au polytron (vitesse 4-5). 



Exempie 8 

[0101] On prepare une composition de la meme maniere qu'a I'exemple 7, mais ayant la composition suivante: 



Exempie 9 
35 [0102] On 





L. johnsonii (CNCM 1-1225) tel que decrit a I'exemple 5 


1% 


Phase grasse: 


Glyceryl Stearate et PEG100 Stearate 


5% 




Isohexadecane 


8% 




Beurre de Karite 


5% 




B.H.T. 


0,05% 




Dc 1503 


1% 


Phase aqueuse: 


Eau 


Qs 100% 




Glycerine 


3% 




Carbopol 981 


0,2% 




Lubrajel 


5% 




Phenoxyethanol 


1% 




Soude 


Qs pH6 


prepare une composition de la meme maniere qu'a I'exemple 7, mais ayant la composition 




L johnsonii (CNCM 1-1225) tel que decrit a I'exemple 5 


1 % 


Phase grasse: 


Polyglyceryl-3-Diisostearate 


5% 




Cyclomethicone CM5 


20% 


Phase aqueuse: 


Eau 


Qs 100% 




Glycerine 


5% 




NaCI 


0,5% 




MgS04 


0,5% 
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Revendications 



1. Utilisation d'un agent bacterien pour la preparation de compositions a usage cosrnetique, pharmaceutique ou 
veterinaire, destinees a etre administrees a Thomme ou a des animaux dans un but therapeutique ou prophylac- 
tique de stabilisation et/ou de regulation de la flore pathogene du systeme cutane, ledit agent bacterien etant un 
extrait de bacterie ou une bacterie selectionnee pour ses facultes d'adhesion vis-a-vis des cellules de la peau et 
ses proprietes anti-adhesives vis-a-vis des pathogenes du systeme cutane. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , dans laquelle I'agent bacterien est choisi parmi les especes de Lactobacillus, 
Micrococcus ou Bifidobacterium. 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, dans laquelle I'agent bacterien est choisi parmi les souches de 
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Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225, Micrococcus varians CNCM 1-1586, Micrococcus varians CNCM 1-1587 ou 
Bifidobacterium lactis ATCC 27536. 

4. Utilisation selon Tune d s revendications 1 a 3, dans laquelle la bacterie est sous forme viable, semi-active ou 
5 desactivee. 

5. Utilisation selon la revendication 4, dans laquelle la bacterie est desactivee partraitement thermique a 90°C pen- 
dant 2 heures. 

10 6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que Pagent bacterien sous forme lyophilisee 
contient de 1 .OE+08 a 1 .OE+11 cfu/g. 

7. Composition a usage cosmetique, phamaceutique ou veterinaire contenant au moins un agent bacterien capable 
de stabiliser et/ou de regulerlaflore pathogenedu systeme cutane, ledit agent bacterien etant un extrait de bacterie 

15 ou une bacterie selectionnee pour ses facultes d'adhesion vis-a-vis des cellules de la peau et ses proprietes anti- 

adhesives vis-a-vis des pathogenes du systeme cutane. 

8. Composition selon la revendication 7, dans laquelle I'agent bacterien est choisi parmi les especes de Lactobacillus, 
Micrococcus ou Bifidobacterium. 

20 

9. Composition selon Tune des revendications 7 ou 8, dans laquelle I'agent bacterien est choisi parmi les souches 
de Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225, Micrococcus varians CNCM i-1586, Micrococcus varians CNCM 1-1587 
ou Bifidobacterium lactis ATCC 27536. 

25 10. Composition selon I'une des revendications 7 a 9, dans laquelle la bacterie est sous forme viable, semi-active ou 
desactivee. 

1 1 . Composition selon la revendication 10, dans laquelle la bacterie est desactivee par traitement thermique a 90°C 
pendant 2 heures. 

30 

12. Composition selon I'une des revendications 7 a 11 , contenant jusqu'a 1 0% en poids de I'agent bacterien par rapport 
au poids total de la composition. 

13. Composition selon I'une des revendications 7 a 12, contenant environ 0,05 a 5% en poids de I'agent bacterien par 
35 rapport au poids total de la composition. 

14. Composition selon I'une des revendications 7 a 13, destinee au traitement ou a la prophylaxie des desordres 
cutanes tels que : 

40 - les complications infectieuses telles que dermite atopique surinfectee, eczema impetiginise, ulcere, plaies, 

brulures, acne inflammatoire surinfecte 

les polydermites telles que impetigo, folliculites superficielles, 

les dermites seborrheiques, pityriasis versicolor 

les dermatophytoses 
45 - les candidoses 

ceux lies a des therapeutiques avec des antibiotiques ou a des anti-mycosiques, 

ceux entraines par des dysregulations hormonales ou a des etats pelliculaires 

1 5. Composition selon I'une des revendications 7 a 1 4 destinee a etre appliquees sur les peaux sensibles ou les peaux 
50 grasses. 

16. Composition a usage veterinaire selon I'une des revendications 7 a 13, destinee au traitement ou a la prevention 
des dysfonctionnements lies a des infections staphylococciques, streptococciques et mycosiques chez les ani- 
maux. 
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